EP0472869B1 



MicroPatent Report 



PLASMIDS OF CORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM AND 
DERIVED PLASMID VECTORS 



[71] Applicant: DEGUSSA 

[72] Inventors: Thierbach, Georg, 



Dr.; Kautz, Petra Sabine; 
Kutzner, Hans Jurgen, Prof. . . . 

[21] Application No.: EP1991 1 1 1532A 

[22] Filed: 19910711 

[45] Published: 19931110 

[30] Priority: DE DE4027453 A 19900830 




Go to Fulltext 
[57] Abstract: 

The invention relates to two plasmids isolated from the strain Corynebacterium 
glutamicum LP-6, deposited under the number DSM 5816, one of which has a high and 
the other has a low copy number, and from which plasmid vectors capable of 
autonomous replication in coryneform bacteria (shuttle vectors) can be derived. 

[52] US Class: 

[51] Int'l Class: C12P001308 C12N001577 
[52] ECLA: C12N001577 C12P001308 



1 



® 




Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



(11) Veraffentlichungsnumrner : 0 472 869 B1 



@ 



EUROPAISCHE PATENTSCHRIFT 



(45) Veroffentlichungstag der Patentschrift 
10.11.93 Patentblatt 93/45 



© Int. CI. 5 : C12N 15/77 



r) Anmeldenummer : 91111532.7 



(22) Anmeldetag : 11.07.91 



(54) Neue Plasmide aus Corynebacterium glutamicum und davon abgeleitete Plasmidvektoren. 



CO 
00 

<s 



LU 



(30) Prioritat : 30.08.90 DE 4027453 



(43) Veroffentlichungstag der Anmeldung : 
04.03.92 Patentblatt 92/10 



@ Bekanntmachung des Hinweises auf die 
Patenterteilung : 
10.11.93 Patentblatt 93/45 



@ Benannte Vertragsstaaten : 
BE DE DK FR GB IT NL SE 



(56) Entgegenhaltungen : 
DE-A- 3 402 876 

BIOTECHNOLOGY, Band 5, Februar 1987, Sei- 
ten 137-146, NY, US; J.F. MARTIN et al.: 
"Cloning systems In amino acid-producingco- 
ry nebacteria " 

J. BACTERIOLOGY, Band 162, Nr. 2, Mai 1985, 
Serten 591-597, Baltimore, US; M. YOSHIHAMA 
et al.: w Cloning vector system for corynebac- 
terium glutamicum" 

GENE, Band 107, Nr. 1, 30. Oktober 1991, 
Seiten 69-74, Amsterdam, NL; H. SONNEN et 
al.: "Characterization of pGA1, a new plasmid 
from corynebacterium glutamicum LP-6" 



(73) Patentinhaber : DEGUSSA AG 
Weissfrauenstrasse 9 
D-60311 Frankfurt (DE) 

@ Erfinder : Thierbach, Georg, Dr. 
Gunststrasse 21 
W-4800 Bielefeld 1 (DE) 
Erfinder: Kautz, Petra-Sabine 
Grafenheiderstrasse 54 
W-4800 Bielefeld (DE) 
Erfinder : Kutzner, Hans Jurgen, Prof. Dr. 
Dresdner Strasse 16 
W-6001 Oberramstadt (DE) 
Erfinder : Sonnen, Hans 
Mod a u strasse 33 
W-6086 Riedstadt 3 (DE) 
Erfinder : Bachmann, Frank 
Platanenallee 46 
W-6082 Morfelden-Waldorf (DE) 
Erfinder : Punier, Alfred, Prof. Dr. 
Am Waldschlosschen 2 
W-4800 Bielefeld (DE) 
Erfinder : S chafer, Andreas 
Bunderstrasse 33 
W-4800 Bielefeld (DE) 



Anmerkung : Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung 
des europaischen Patents kann jedemiann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europa- 
ische Patent Einspruch einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begrunden. Er gilt 
erst als eingelegt, wenn die Einspruchsgebuhr entrichtet worden ist (Art. 99(1) Europaisches Patent- 
ubereinkommen). 



Jouve, 18, rue Saint-Denis, 75001 PARIS 



EP 0 472 869 B1 



10 



20 



25 



35 



45 



Beschreibung 



Die Erfindung betrifft neue Plasmide aus Corynebacterium glutamicum, die kompatibel sind und davon 
abgeleitete Plasmidvektoren (Pendelvektoren). 

Fur die gentechnische Stammverbesserung sind Plasmidvektoren essentielle Voraussetzung. Die Konstruk- 
tion von Plasmidvektoren fur Corynebacterium bzw. Brevibacterium beruht im allgemeinen auf kryptischen 
Plasmiden, die in dieser Gruppe von Bakterien gefunden werden konnen. 

Plasmidvektoren fur Corynebacterium und Brevibacterium konnen dazu benutzt werden, Gene der Bio- 
synthese von Aminosauren zu klonieren, das entsprechende Genprodukt bzw. Enzym in einem gesteigerten 
MaR zu exprimieren und dadurch die Aminosauren-Ausscheidung zu verbessern. Beispielhaft sei genannt die 
Verbesserung der Ausscheidung von L-Lysin durch Corynebacterium glutamicum durch Klonierung und Uber- 
expression des Phosphoenolpyruvat-Carboxylase-Gens von Corynebacterium glutamicum (Europaische Pa- 
tentanmeldung No. 89 114 632.6). 

Plasmide sind in der Gruppe der coryneformen Aminosauren-ausscheidenden Bakterien nur sehr selten 
15 zu f inden, auch wenn bei Durchsicht der Literatur ein gegenteiliger Eindruck entstehen konnte. 

Bei genauerem Hinsehen zeigt sich namlich, daft unter unterschiedlichen Namen beschriebene Plasmide so 
viele gleiche Eigenschaften aufweisen, daR sie als identisch anzusehen sind. 

Als Beispiele seien die Plasmide pAM286 aus C.glutamicum AJ11560 (EP-A-0 77 548); pAM330 aus B lacto- 
fermentum ATCC13869 (EP-A-0 77 548), pBL1 aus B.lactofermentum ATCC21 798 (Santamaria, R. et al J 
Gen. Microbiol. 1 30, 2237-2246 (1 984))und pX18 aus B.lactofermentum ATCC21086 (Yen, P. et al Gene 47 
301-308(1986))genannt. 

Gleiches gilt fur die Plasmide pHM1 519 aus C.glutamicum ATCC1 3058 (EP-A-0 78 537), pCG1 aus C glu- 
tamicum ATCC31808 (EP-A-0 58 889), pRN 3.1 aus C.glutamicum ATCC39269 (DE-A-3402876) und pSR1 
(Yoshihama, M. et al., J.Bact. 162, 591-597 (1985)) aus C.glutamicum ATCC 19223. Auch hier zeigt die hone 
Ubereinstimmung derzu den jeweiligen Plasmiden veroffentlichten Daten dem Fachmann, daR es sich urn die 
gleichen Plasmid-Spezies handeln muR. Martin, J. F. et al., (Biotechnology 5, 137-146 (1987))bestatigen die- 
seAnnahme. 

Die Zahl der Veroffentlichungen und Patentanmeldungen zu diesem Thema zeigt aber, welches Interesse 
an einer Vielfalt von Plasmiden besteht, die zur Entwicklung von Klonierungssystemen fur coryneforme Bak- 
30 terien geeignet sind. 

Von besonderer Bedeutung fur die Entwicklung z. B. Aminosauren-ausscheidender Stamme sind 
Plasmide, die nebeneinander in einer Zelle existieren konnen. 

Derartige kompatible Plasmide erlauben es, Kombinationen biosynthetischer Gene gleichzeitig in einem 
Mikroorganismus einzubringen, die gewunschten Enzymaktivitaten anzuheben und so die Bildung des er- 
wunschten Produkts wie z. B. L-Threonin oder L-Lysin zu verbessern. Besonders giinstige Voraussetzungen 
dafur ergaben sich beispielsweise bei kompatiblen Plasmiden, von denen das eine eine hohe und das andere 
eine niedrige Kopienzahl aufweist, urn eine ausgewogene Oberexpression der jeweiligen Gene zu erreichen 
und eine unnotige Belastung des Wirts zu vermeiden. 

Gleichzeitig muR naturlich auch eine ausreichende Stabilitat der verwendeten Plasmide angestrebt wer- 

40 den. 

Wie aus der Literatur bekannt ist, existieren aber keine Kompatibilitatsstudien (Martin, J.F. et al., loc. cit., 
139), ebensowenig wie Untersuchungen zur Stabilitat von Plasmidvektoren. 

Aufgabe der Erfindung ist es, Plasmide bzw. Plasmidvektoren bereitzustellen, die kompatibel sind und aus- 
reichende Stabilitat aufweisen, urn die methodischen Voraussetzungen zur gentechnische n Stammverbesse- 
rung insbesondere von coryneformen Aminosaure -ausscheidenden Bakterien u ber den Stand der Technik hin- 
aus zu verbessern. 

Gegenstand der Erfindung ist das Plasmid pGA1, isoliert aus Corynebacterium glutamicum LP-6, hinter- 
legt unter der Nummer DSM 5816 , charakterisiert durch eine Lange von^ 4,9 Kb und folgende Restriktions- 
schnittstellen: 
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Tabelle 1 



Anzahl der 
Schni ttstel 1 en 



ENA-Fragmente 
(Kb) 
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Apa I 


0 




Bam H I 


2 


3,3 


Bel I 


0 




Bgl I 


0 




Bgl II 


0 




Bst E II 
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# ^ 


Cla I 


1 




Dra I 


0 




Boo R I 
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4,9 


Boo R V 


0 




Bind III 


4 


2,4 






0,3 


Rpn I 


0 




Mlu I 


3 


2,45 


Pvu II 


2 


3,25 


Sal I 


0 




Sph I 


1 


4,9 


Sst I 


0 




Xba I 


2 


2,5 


Xho I 


0 





1,6 



1,1 1,05 



2,25 

K 6 * 



2,4 



0,2 



Fig. 1 enthalt die Restriktionskarte von pGA1 in linearer Darsteilung. 

Corynebacterium glutamicum Stamm LP-6 wurde vom "Felix d'Herelle Reference Center for Bacterial 
30 Viruses" in Quebec 10,Quebec Laval University, Canada GIK 7P4 unter der Nummer HER1229 bezogen. C- 
.glutamicum Stamm LP-6 wurde bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen in Braunschweig, Bun- 
desrepublik Deutschland, gemaB dem Budapester Vertrag als DSM 5816 hinterlegt. 

Ein weiterer Gegenstand ist das mit pGA1 kompatible Plasmid pGA2, isoliert aus Corynebacterium 
glutamicum LP-6, hinterlegt unter der Nummer DSM 5816 charakterisiert durch eine Lange von- 19,5 Kb und 
35 folgende Restriktionsschnittstellen: 



40 



Tabelle 2 
RestxikticMenzyme 



Anzahl der 
Schnittstellen 



DNA-Fragmente 
(Kb) 



Bam H I 
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13,6 


4,15. 


1,75 




Eco R I 


2 


18,5 


0,96 






Hind III 
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6,61 


5,72 


3,31 


2,04 


45 Hpa I 
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19,5 








Kpn I 
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19,5 








Mlu I 
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15,8 


2,84 


0,82 




so ^ 1 
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19,5 








Sma I 
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14,5 


3,34 


1,00 


0,65 


Xho I 


0 











55 Fig. 2 enthalt die Restriktionskarte von pGA2 in linearer Darsteilung. 

Die Plasmid- DN A kann aus dem hinterlegten Stamm nach dem Fachmann bekannten Methoden isoliert 
werden. 

Wahrend das Plasmid pGA1 eine hohe Kopienzahl (-50 pro Zelle) aufweist, wird fur pGA2 eine niedrige 
Kopienzahl (-5) bestimmt 
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Als Wirt fur diese Plasmide dienen coryneforme Bakterien, insbesondere Aminosauren produzierende 
Bakterien. 

Beispiele der coryneformen Bakterien sind: 

Brevibacterium flavum, insbesonders ATCC 14067 

3revibacterium lactof ermentum , insbesonders ATCC 13 869 

Ccrynebacterium callunae, insbesonders ATCC 15991 

Corynebacterium glutamicum, insbesonders ATCC 13032 

Ccrynebacteriurn nielassecola # insbesonders ATCC 17965 

Ccrynebacterium therxoaminogenes r insbesonders Perm P-9244 



Da die erfindungsgemaRen Plasmide sich in den Zellen der coryneformen Bakterien vermehren, sind sie 
in der Lage, die Information von fremden in die Plasmide inserierten Genen in den Wirtsstellen zu amplif izieren. 

Der Einbau der rekombinanten Plasmid-DNA in die Wirtszellen erfolgt bevorzugt uberzusammengesetzte 
Plasmide (Plasmidvektoren), zu deren Konstruktion besonders geeignet sind ein Resistenzgen aufweisende, 
20 in E-colireplizierende Vektoren, wiez. B. pACYC177, pACYC184, pSC101, pBR322, plP55, R16, R1, RP4und 
plE545. 

Das Prinzip derartiger Konstruktionen wird in der EP-A-93611 und EP-A-82 485 beschrieben. 

Besonders geeignet ist der Pendelvektor pHS 2-1 , bestehend aus dem Plasmid pGA1 und dem E.coli-Vek- 
tor pHSKml, charakterisiert durch die Restriktionskarte entsprechend Fig. 4. 
25 Der Vektor pHSKml ist ein Derivat des E.coli-Vektors pUC18, das bei Yanish-Perron, C. et al. f (Gene 33, 

103-119 (1985)) beschrieben ist, in welchen das Kanamycin-Resistenzgen des Transposon Tn 903 inseriert 
wurde. 

Dieser und andere auf pGA1 basierende Pendelvektoren sind nicht nur stabil in coryneformen Bakterien, 
insbesondere Corynebacterium glutamicum, sondern koexistieren auch mit Plasmiden anderen Ursprungs, 
30 wie z. B. pHM1519 aus Corynebacterium glutamicum ATCC 13058 und pAM 330 aus Brevibacterium 
lactofermentum ATCC 13869, insbesondere mit pCC1 aus Corynebacterium callunae DSM 20147. 

Dies ist auch deshalb uberraschend, weil es sich in den genannten Fallen urn ein Plasmid bzw. einen Vek- 
tor mit hoher Kopienzahl handelt. 

Der Nachweis erfolgte auf diesem Weg: 
35 Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869, der das Plasmid pAM 330 tragt, wurde wie bei Thierbach et al., 
(Appl. Microbiol. Biotechnol. 29, 356-362 (1988)) beschrieben, mit pHS2-1-DNAtransformiert 
Die Untersuchung der Transformanten ergab, dad beide Plasmide koexistieren konnen. 
Ein mobibiiisierbares Derivat des Plasmids pGA1 wurde mit Hilfe der Konjugationsmethode wie bei SchSfer 
et al., (J. Bact. 172, 1663-1666 (1990)) beschrieben, in Corynebacterium glutamicum ATCC13058, der das 
40 Plasmid pHM1 51 9 tragt, eingefuhrt. Die Untersuchung der Transkonjuganten ergab, dad beide Plasmide ko- 
existieren konnen. 

Auch das Plasmid pGA2 ist zur konstruktion von mobilisierbaren Pendelvektoren geeignet. Aus einer DNA- 
Sequenz von pGA2 und dem mobilisierbaren E.coii-Vektor pK1 8:: mob wird der Pendelvektor pFBH2 konstru- 
iert, der in Corynebacterium glutamicum repliziert. 



1. Isolierung und Charakterisierung von pGA1 aus Corynebacterium glutamicum LP-6 



Corynebacterium glutamicum Stamm LP-6 wurde vom "Felix d'Herelle Reference Center for Bacterial 
Viruses" in Quebec 3 10, Quebec Laval University, Canada G1K 7P4 unter der Nummer HER1229 bezogen. 
so C. glutamicum Stamm LP-6 wurde bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen in Braunschweig, Bun- 
desrepublik Deutschland, gemaft dem Budapester Vertrag als DSM5816 hinterlegt. 

Plasmid-DNA wurde aus Stamm LP-6 nach dem Fachmann bekannten Methoden, wie sie zum Beispiel in 
der Europaischen Patentanmeldung 0 318 663 und bei Birnboim, H.C. und Doly, J. (Nucleic Acids Research 
7, 1513-1523 (1979)) beschrieben sind, isoliert. Die auf diese Weise erhaltene DNA-L6sung wurde durch 
55 Agarosegel-Elektrophorese (Maniatis, T. et al. (1982), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor) charakterisiert. Die DNA-Losung enthielt zwei Plasmid-Spezies, die als pGA1 und als pGA2 bezeich- 
net wurden. Plasmid pGA1 hat eine Lange von ungefahr 4,9 Kb und Plasmid pGA2 von ungefahr 1 9,5 Kb. Durch 
Behandlung mit dem Restriktionsenzym Sail wurde das Plasmid pGA2 gespalten, wahrend pGA1 intakt blieb. 

Die dadurch erhaltene DNA-Losung wurde einer CsCI/Ethidiumbromid-Dichtegradientenzentrifugation 
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(Maniatis, T. et at. (1982), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Gold Spring Harbor) unterworfen und das 
Plasmid pGA1 auf diese Weise isoliert 

Plasmid pGA1 wurde mltden Restriktonsenzymen Apal, BamHI, Bell, Bgll, Bglll, BstEII, Clal, Dral, EcoRI, 

5 EcoRV, Hindlll, Kpnl, Mlul, Pvull, Sail, Sphl, Sstl, Xbal und Xhol behandelt und die Lange der DNA-Fragmente 
durch Agarosegel-Elektrophorese und Langenvergleich mit dem Fachmann bekannten Standard DNA-Frag- 
menten bestimmt. Ein solcher Standard istzum Belspiel DNAdes Escherichia coli Phagen X, die mit dem Re- 
striktionsenzym Hindlll gespalten worden ist und von der Firma Bethesda Research Laboratories in 
Gaithersburg, USA bezogen werden kann. Tabelle 1 gibt die Anzahl der Restriktonsschnittstellen in Plasmid 

w pGA1 fur die untersuchten Restriktionsenzyme und die Lange der erhaltenen DNA-Fragmente an. Durch Ver- 
dauung von pGA1 mitzwei und drei Restriktionsenzymen und Langenbestimmung der erhaltenen DNA-Frag- 
mente konnte eine Restriktionskarte des Plasmids aufgestel It werden, die in Abbildung 1 dargestellt ist. Plasmid 
pGA1 hat eine Lange von 4,9 Kb. 

Die Kopienzahl von pGA1 in Stamm LP-6 wurde folgenderma&en bestimmt: Stamm LP-6 wurde in 

15 Standardl-Bouillon (bezogen von der Firma Merck, Darmstadt, FRG) bis zum Beginn der stationaren Wachs- 
tumsphase kultiviert und die Zellzahl bestimmt Aus 1 ,5 ml-Kultursuspension wurde die Plasmid-DNA, wie bei 
Birnboim, H.C. und Doly, J. (Nuclear Acids Research 7, 1513-1523 (1979)) beschrieben, isoliert. Ein Aliquot 
der Plasmid-DNA-L6sung und eine bekannte Menge des oben beschriebenen X-Htndlll-DNA-Standards wur- 
den einer Agarosegel-Elektrophorese mit anschlie&ender Ethidiumbromid-Farbung unterworfen. Die Fluores- 

20 zenz bei UV-Bestrahlung der pGA1-DNABande wurde mit der der JL-Hindlll-DNA-Fragmente verglichen und 
so die Menge an pGA1-DNA halbquantitativ bestimmt. Auf diese Weise wurde die Kopienzahl (Anzahl der 
Plasmidmolekule pro Zelle) als ca. 50 bestimmt. 

2. Isolierung und Charakterisierung von pGA2 aus Corynebacterium glutamicum LP-6 

25 

Eine Plasmid-DNA-haltige Losung mit den Plasmiden pGA1 und pGA2 wurde, wie unter 1. beschrieben, 
hergestellt. Die beiden Plasmid-Spezies wurden durch Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt und Plasmid 
pGA2 durch Elektroelution (Maniatis, T. et al, (1982), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor) isoliert 

30 Plasmid pGA2 wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI, BamHI, Kpnl, Seal, Hpal, Mlul, Smal, Hindlll 

und Xhol behandelt und die Lange der DNA-Fragmente, wie unter 1. beschrieben, bestimmt. Tabelle 2 gibt die 
Anzahl der Restriktonsschnittstellen in Plasmid pGA2 fur die untersuchten Restriktionsenzyme und die Lange 
der erhaltenen DNA-Fragmente an. Durch Verdauung von pGA2 mit zwei und drei Restriktionsenzymen und 
Langenbestimmung der erhaltenen DNA-Fragmente konnte eine Restriktionskarte des Plasmids aufgestellt 

35 werden, die in Abbildung 2 dargestellt ist. Plasmid pGA2 hat eine Lange von 19,5 kb. 

Die Kopienzahl von pGA2 in Stamm LP-6 wurde folgenderma&en bestimmt: Stamm LP-6 wurde in 
Standardl-Bouillon (bezogen von der Firma Merck, Darmstadt, FRG) bis zum Beginn der stationaren Wachs- 
tumsphase kultiviert und die Zellzahl bestimmt Aus 1 ,5 ml-Kultursuspension wurde die Plasmid-DNA, wie bei 
Birnboim, H.C. und Doly, J. (Nucleic Acids Research 7, 1513-1523 (1979)) beschrieben, isoliert. Ein Aliquot 

40 der Plasmid-DNA-Losung und eine bekannte Menge des oben beschriebenen X-Hindlll-DNA-Standards wur- 
den einer Agarosegel-Elektrophorese mit anschlie&ender Ethidiumbromid-Farbung unterworfen. Die Fluores- 
zenz bei UV-Bestrahlung der pGA2-DNA-Bande wurde mit der der X-Hindlll-DNA-Fragmente verglichen und 
so die Menge an pGA2-DNA halbquantitativ bestimmt. Auf diese Weise wurde die Kopienzahl (Anzahl der 
Plasmidmolekule pro Zelle) als ca. 5 bestimmt 
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10 



15 



20 



Restriktions 
enzyme 



Anzahl der 

Schnitt- 

stellen 



DNA- Fragmente ( kb ) 



9amHI 


3 


13,6 


4.15 


1 .75 


EcoRI 


2 


18.5 


0.95 




Hindlll 


5 


6.61 


5 , 72 


3.31 


Hpa I 


1 


19.5 






Kpn I 


1 


19.5 






Mlu I 


3 


15.8 


2 . 84 


0 .82 


Sea I 


1 


19.5 






Sma I 


<* 


i • , 5 


% - L 
w , w ^ 


i ,00 


Xhol 


0 
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Tab. 2: Charakt er is ierung des Plasmids p6A2 mittels 
Restriktionsendonukleasen. 



3. Konstruktion des Pendelvektors pHS2-1 bestehend aus pGA1 und dem Escherichia coli-Vektor pHSKml 

35 Plasmid pHSKml ist ein Derivat des dem Fachmann bekannten E. coli-Vektors pUC18, das bei Yanisch- 

Perron, C. et al. (Gene 33, 103-119 (1985)) beschrieben und bei der Firma Pharmacia in Uppsala, Schweden 
erhaltlich ist, in welches das Kanamycin-Resistenzgen des Transposon Tn903 (Oka, A. etal, J. Mol. Biol. 147, 
217-226 (1981)) inseriert wurde. 

Plasmid pHSKml wurde, wie im folgenden beschrieben, konstruiert Plasmid pAGYC177, welches das Ka- 

40 namycin-Resistenzgen des Transposon Tn903 tragt (Rose, R.E.; Nucleic Acids Research 1 6, 356 (1 988)), wur- 
de aus Escherichia coli ATCC37031, wie in EPA 0 316 663 beschrieben, isoliert. Plasmid pACYC177 wurde 
mit dem Restriktionsenzym Haell gespalten und das 1430 bp lange DNA- Fragment, welches das Kanamycin- 
Resistenzgen tragt, durch Elektroelution (Maniatis, T. et al, (1982), Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 
Cold Spring Harbor) isoliert. Plasmid pUC18 wurde partiell mit Haell gespalten, mit dem 1430 bp langen Haell- 

45 DNA-Fragment gemischt und das resultierende DNA-Gemisch mit T4-DNA-Ligase behandelt. Kompetente Zel- 
len von Escherichia coli DH5oc, die von der Firma Bethesda Research Laboratories in Gaithersburg, USA be- 
zogen wurden, wurden mit dem Ligationsgemisch transformiert Kanamycin-resistente Transfer manten wur- 
den auf LB-Agar (Trypton: 10 g/l; Hefeextrakt: 5 g/l; Nad: 10 g/l; Agar: 12 g/l) der mit 20 ug/ml Kanamycin sup- 
plementiert worden war, selektioniert. Aus einer Transfer mante wurde das als pHSKml bezeichnete Plasmid 

50 isoliert Durch Restriktionsanalyse wurde die Position und Orientierung des inserierten 1430 bp langen DNA- 
Fragmentes mit dem Kanamycin-Resistenzgen bestimmt. Die Restriktionskarte des Plasmids pHSKml ist in 
Abbildung 3 dargestellt 

Plasmid pGA1 , das unter 1 . beschrieben ist, wurde mit dem Restriktionsenzym Sau3A partiell verdaut und 
die linearisierte und einmal geschnittene Form des Plasmids durch Elektroelution isoliert. Die auf diese Weise 
55 erhaltene DNA wurde mit pHSKml -DNA, die mit BamHI linearisiert worden war, gemischt und das resultieren- 
de DNA-Gemisch mit T4-DNA-Ligase behandelt Escherichia coli DH5a wurde mit dem Ligationsgemisch 
transformiert und Transfer manten auf LB-Agar selektioniert, der mit Kanamycin (20 *ig/ml), X-Gal (5-Brom-4- 
chlor-3-indolyl-D-galactopyranosid, 40 ug/ml und IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid, 20 ug/ml) supple- 
mentiert worden war. Ungefahr 5 % der Transfer manten waren auf dem beschriebenen Agar farblos. Eine Ko- 
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loniehybridisierung mit Plasmid pGA1 als Sonde wurde mit ungefahr 900 Transformanten durchgefuhrt, die 
keine lacZa-Komplementation zeigten. Fur die Koloniehybridisierung wurde pGA1 mittels w nick"-Translation 
(Maniatis, T. etal. (1982), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor) mit biotinylierten Nuc- 

5 leosldtriphosphaten (Biotin-7-dATP) markiert und mit Hilfe des BluGENE Nukleinsaure-Nachweissystems der 
Firma Bethesda Research Laboratories in Gaithersburg, USA durch die Streptavidin gekoppelte alkalische 
Phosphatase nachgewiesen. Die Markierung der DNA wurde wie bei Langeretal. (Proceedings of the National 
Academy of Sciences, USA, 80, 6633-6637 (1981)) und die Koloniehybridisierung wie bei Trevor, G.T. (Micro- 
biological Methods 3, 259 pp. (1985)) beschrieben, durchgefuhrt. Von den 900 gepruften Transformanten ga- 

10 ben 70 eine positive Reaktion. Aus einer Transformante wurde das als pHS2-1 bezeichnete Plasmid isoliert 
und mit Hilfe von Restriktionsenzymen kartiert. Die Restriktionskarte von Plasmid pHS2-1 ist in Abbildung 4 
dargestellt. 

4. Replikation des Pendelvektors pHS2-1 in Corynebacterium glutamicum ATCC13Q32 

15 

Plasmid pHS2-1 wurde aus Escherichia coli DH5a/pHS2-1 isoliert und Spha"roplasten von 
Corynebacterium glutamicum ATCC13032, wie bei Thierbach et al. (Appl. Microbiol. Biotechnol. 29, 356-362 
(1988)) beschrieben, damit transformiert. Transformanten wurden auf SB-Agar selektioniert, der Kanamycin 
(15 ug/ml) enthielt. Plasmid-DNA wurde aus 12 Transformanten isoliert und durch Spaltung mit den Restrikti- 
20 onsenzymen EcoRI und Mlul charakterisiert. Die Plasmid-DNA hatte die gteiche GroRe und zeigte das gleiche 
Restriktionsmuster wie pHS2-1 , isoliert aus Escherichia coli. 

5. Stabilitat des Pendelvektors pHS2-1 in Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 

25 Corynebacterium glutamicum ATCC1 3032/pHS2-1 wurde in Standardl-Nahrbouillon (bezogen von der Fir- 

ma Merck, Darmstadt, BRD), die mit 4 g/l Glucose und zusatzlich mit 1 0 ug/ml Kanamycin supplementiert wor- 
den war, bei 30°C und 150 rpm bis zum Erreichen der station aren Wachstumsphase kultiviert Eine 50 ml-Kultur 
bestehend aus oben beschriebenem Nahr medium mit Kanamycin und eine 50 mi-Kultur bestehend aus dem 
oben beschriebenen Nahrmedium ohne Kanamycin wurden jeweils im Verhaltnis 1:10.000 mit der Vorkultur 

30 beimpft und, wie oben beschrieben, bis zum Erreichen der stationaren Wachstumsphase kultiviert. Die opti- 
sche Dichte der Bakterien-Kultur betrug 7 bis 8 bei einer Me&wellenlange von 660 nm. 

AnschlieRend wurde die Kanamycin-haltige Bakterienkultur im Verhaltnis 1 :1 0.000 auf frische Kanamycin- 
haltige Nahrbouillon uberimpft und die Bakterienkultur, die in Abwesenheit von Kanamycin gewachsen war, im 
gleichen Verhaltnis auf frische Kanamycin-freie Nahrbouillon uberimpft. Insgesamt wurden 16 derartige Uber- 

35 impfungen durchgefuhrt, so daft der Stamm fur ca. 210 Generationen in An- bzw. in Abwesenheit von Kana- 
mycin kultiviert wurde. Danach wurden Proben auf Standard I- Agar (bezogen von der Firma Merck, Darmstadt, 
BRD) ausplattiert und bei 30°C bebrutet. Die sich bildenden Einzelkolonien wurden auf Standardl-Agar und 
auf Standardl-Agar, der mit 1 0 ug/ml Kanamycin supplementiert worden war, uberstempelt. Im Falle der Kultur 
fur 21 0 Generationen in Abwesenheit von Kanamycin waren 181 von 181 untersuchten Einzelkolonien Kana- 

40 mycin-resistent, und im Falle der Kultur in Gegenwart von Kanamycin waren 84 von 84 untersuchten Einzel- 
kolonien Kanamycin-resistent. Plasmid-DNA wurde aus jeweils 12 Einzelkolonien isoliert und durch Spaltung 
mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Mlul charakterisiert. Die Plasmid-DNA hatte die GroRe von pHS2-1 
und zeigte das fur pHS2-1 charakteristische Restriktionsmuster. 

45 6. Koexistenz des Plasmids pCC1 aus Corynebacterium callunae DSM20147 mit dem Pendelvektor pHS2-1 

Corynebacterium callunae DSM20147 wurde mit pHS2-1 Plasmid-DNA, isoliert aus Corynebacterium 
glutamicum ATCC13032/pHS2-1, wie bei Thierbach et al. (Appl. Microbiol. Biotechnol. 29, 356-362 (1988)) be- 
schrieben, transformiert. Transformanten wurden auf SB-Agar selektioniert, der Kanamycin (15 ug/ml) ent- 

50 hielt 20 Transformanten wurden auf Standard I- Nahragar, der mit Kanamycin (10 ug/ml) supplementiert worden 
war, vereinzelt Jeweils eine Einzelkolonie wurde abgenommen und Plasmid-DNA isoliert. In 17 von 20 unter- 
suchten Einzelkolonien vom Typ DSM20147/pHS2-1 wurde das Plasmid pCC1 durch Agarosegel- 
Elektrophorese nachgewiesen; Plasmid pHS2-1 war in alien untersuchten Klonen vorhanden. 

In gleicher Weise wurden als Kontrolle Spharoplasten von Corynebacterium callunae DSM20147 herge- 

55 stellt und auf SB-Agar regeneriert 20 regenerierte Einzelkolonien wurden auf Standardl-Nahragar vereinzelt. 
Jeweils eine Einzelkolonie wurde abgenommen und Plasmid-DNA isoliert. In 17 von 20 untersuchten Einzel- 
kolonien vom Typ DSM20147 wurde das Plasmid pCC1 nachgewiesen. Eine Transformante vom Typ 
DSM20147/pHS2-1 wurde fur ungefahr 50 Generationen in An- bzw. Abwesenheit von Kanamycin -so, wie un- 
ter 5. beschrieben - kultiviert AnschlieRend wurden die beiden Kulturen auf Standardl-Agar ausplattiert und 
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bei 30°C bebrutet Plasmid-DNA wurde aus jeweils 8 Einzelkolonien isoliert. In jeweils 8 von 8 untersuchten 
KolonienkonntendiePlasmidepCCI undpHS2-1 nachgewiesen werden. In gleicher Weise wurde die Kontrolle 
eine regenerierte Einzelkolonie von Stamm DSM20147 fur ungefahr 50 Generatlonen kultiviert und anschlie- 
Rend an die Plasmid-DNA aus 8 Einzelkolonien isoliert In jeweils 8 von 8 untersuchten Einzelkolonien wurde 
das Plasmid pCC1 nachgewiesen. Die Untersuchung zeigte, daft die Plasmide pCC1 und pHS2-1 koexistieren 
konnen. 

7. Ausscheidung von L-Lysin durch Corynebacterium glutamicum Stamm LP-6 

Stamm LP-6 wurde in einem Medium kultiviert, das aus 12 g/l Ammoniumsulfat, 240 g/l Melasse und 60 
ml/l Sojabohnenmehlhydrolysat bestand und dessen pH auf ca. 7,2 mit ammoniakalischem Wasser eingestellt 
worden war. 1 00 ml-Erlenmeyerkolben wurden mit 1 0 ml des oben beschriebenen Mediums befullt, mit Stamm 
LP-6 beimpft und 72 Stunden bei 30°C und 300 rpm inkubiert. Die Bestimmung von L-Lysin erfolgte im zen- 
trifugierten Clberstand mit Hilfe von Aminosaure-Analysatoren. Die ausgeschiedene Konzentration an L-Lysi- 
n-HCI war 0,9 g/l. 

8. Konstruktion des mobilisierbaren Pendelvektors pFBH2 bestehend aus einer DNA-Sequenz aus pGA2 
und dem mobilisierbaren Escherichia coli-Vektor pK18::mob 

Plasmid pK18::mob ist ein Derivat des dem Fachmann bekannten Escherichia colt Kloniervektors pK18 
(Pridmore, R.D., Gene 56, 309-312 (1987)). Plasmid pK18::mob tragt die fur die Mobilisierung essentielle Re- 
gion des selbsttransferierbaren Plasmids RP4 (Datta, N. et al., J. Bact 108, 1244-1249 (1971)) und wurde wie 
folgt konstruiert: Plasmid pSUP102, welches die Mobilisierungsregion des Plasmides RP4 tragt (Simon, R. et 
al., Methods in Enzymology 118, 640-659 (1986)), wurde aus Escherichia coli S17-1 (Simon, R. et al., 
Biotechnology 1, 784-794 (1983)) nach dem Fachmann gelaufigen Verfahren, wie z.B. bei Holmes, D.S. & 
Quigley, M. (Analyt. Biochem. 114, 193-197 (1981)) beschrieben, isoliert und mit dem Restriktionsenzym Alul 
partiell gespalten. Plasmid pK18 wurde mit dem Restriktionsenzym Nael partieil verdaut, mit den durch Alul- 
Verdauung des Plasmids pSUP102 erhaltenen DNA-Fragmenten vereinigt und das resultierende DNA-Ge- 
misch mit T4-DNA-Ligase behandelt. Kompetente Zellen von Escherichia coli S17-1, die nach der Vorschrif t 
von Cohen, S, et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 2110-2114 (1972)) hergestellt worden waren, wurden mit 
dem Ligationsgemisch transformiert und die Zellen auf PA-Agar, bestehend aus 1 7,5 g/l Penassay-Brot h (Difco 
Laboratories, Detroit, USA) und 15 g/l Agar aufgebracht, dem Kanamycin mit einer Endkonzentration von 25 
ug/ml hinzugefugt worden war. Kanamycin-resistente Kolonien wurden mit PA- Flussig medium abgeschwemmt 
und in einer grofieren Menge PA- Flussig medium angezogen und nach gangigen Methoden, wie bei Simon, R. 
et al. (Biotechnology 1, 784-794 (1983)) beschrieben, zur Kreuzung mit Escherichia coli MM294 (Talmadge, 
K. and Gilbert, W., Gene 12, 235-241 (1980)) eingesetzL Aus den auf Selektionsmedium (PA-Agar mit 25 ug/ml 
Kanamycin und 50 ug/ml Nalidixinsaure) gewachsenen Transkonjuganten konnten Derivate des Plasmids 
pK1 8 isoliert werden, die Insertionen von pSUP1 02-DNA trugen. Der hier als pK1 8::mob bezeichnete Vektor 
tragt eine pSUP102-lnsertion von 1,1 kb Lange. Durch Restriktionsanalyse wurde die Position des inserierten 
DNA-Fragmentes mit der Mobilisierungsregion ermittelt. Die Restriktionskarte des Plasmids pK18::mob ist in 
Abbildung 5 dargestelit. 

Plasmid pGA2, das unter 2. beschrieben ist, wurde mit dem Restriktionsenzym Hindlll gespalten und die 
resultierenden pGA2 DNA-Fragmente mit dem Plasmidvektor pK18::mob, welcher vorhermit Hindlll linearisiert 
worden war, gemischt Das resultierende DNA-Gemisch wurde mit T4-DNA-Ligase behandelt und anschlie- 
Bend zur Transformation von Escherichia coli DH5a eingesetzt. Transfer manten wurden auf LB-Agar selek- 
tioniert, der mit Kanamycin (20 ug/ml), X-Gal (40 ug/ml) und IPTG (20 ug/ml) supplementiert worden war. Alle 
farbiosen Kolonien wurden mittels dem Fachmann bekannter Plasmid-Praparationen, wie sie zum Beispiel bei 
Birnboim, H.C. und Doly, J. (Nucleic Acids Research 7, 1513-1523, (1979)) beschrieben sind, auf 
Plasmidgehalt uberpruf t und die Plasmide mit Hilfe von Restriktionsenzymen charakterisiert Eines der isolier- 
ten Plasmide trug eine pGA2-lnsertion von 5,7 kb Lange und wurde als pFBH2 bezeichnet. Die Restriktions- 
karte von pFBH2 ist in Abbildung 6 dargestelit. 

9. Replication des Pendelvektors pFBH2 in Corynebacterium glutamicum RM3 

Escherichia coli S17-1 wurde mit pFBH2-DNA - isoliert aus DH5o/pF8H2 - transformiert, und die resultie- 
renden Transformanten auf LB-Agar mit Kanamycin (20 ug/ml) selektioniert Eine Transformante vom Typ S1 7- 
1/pFBH2 wurde zur Konjugation mit Corynebacterium glutamicum RM3, wie bei Schafer et al. (J. Bact 172, 
1663-1666, (1990)) beschrieben, eingesetzt. Transkonjuganten von C. glutamicum RM3 wurden auf LB-Agar 
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selektjomert, der mrt Kanamycin (20 ug/ml) und Nalidixinsaure (50 ug/ml) supplemented worden war. Plasmid- 
DNAwurde aus 12 Transkonjuganten isoliert und durch Spaltung mft verschiedenen Restriktionsenzymen cha- 
raktensiert Die isolierte Plasmid-DNA hatte die gleiche GroOe und zeigte das gleiche Restriktionsmuster wie 
5 pFBH2, isoliert aus Escherichia coli. 

Beschreibung der Figuren 
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Fig. 1 : Restriktionskarte des Plasmids pGA1 in linearer Darstellung. 

Abkurzung: Ba, BamHI; B, BstEII; C, Clal; E, EcoRI; H, Hindlll; M, Mlul; Pv, Pvull; S t Sphl; X, 
Xbal. 

Fig. 2: Restriktionskarte des Plasmids pGA2 in linearer Darstellung. 

Abkurzungen: Ba p BamHI; E, EcoRI; Hp, Hpal; K, Kpnl; Sc, Seal. 
Fig. 3: Restriktionskarte des Plasmids pHSKml in zirkularer Darstellung. 

Die multiple Klonierstelle erstreckt sich zwischen den Positionen 400 bis 452, Abkurzungen: 
amp, Ampicillin-Resistenzgen; Kan, Kanamycin-Resistenzgen; lacZ\ 5-terminale Teil des lacZ- 
Gens, der lacZa-Komplementation erlaubt; ori, Replikationsursprung. 
Fig. 4: Restriktionskarte des Plasmids pHS2-1 in linearer Darstellung. Der pGA1 - und der pHSKml-Teil 
1 sind getrennt dargestellt. Der pGA1-Teil von pHS2-1 enthalt mindestens 6 Haell- 
20 Restriktionsschnittstellen, die nicht eingezeichnet wurden. 

Abkurzungen: Sa, Sau3A; alle ubrigen Abkurzungen sind in Fig. 1 erklart 
Fig. 5: Restriktionskarte des Plasmids pK18::mob in zirkularer Darstellung. Abkurzungen: Kan, Kana- 
mycin-Resistenzgen; lacZ-alpha, 5'-terminaler Teil des lacZ-Gens, der lacZa-Komplementation 
erlaubt; onV, Replikationsursprung; oriT, Ursprung fur den konjugativen Plasmidtransfer (Mobh 
hsierungsregion). Der DNA-Bereich zwischen den Positionen (2375, Nael/Alul) und (1275 
Nael/Alul) tragt 3 Nael-Restriktionsschnittstellen, die nicht kartiert wurden. 
Fig. 6: Restriktionskarte des Plasmids pFBH2 in linearer Darstellung. Abkurzungen: Ba BamHI- Bg 
Bglll; E, EcoRI; EV, EcoRV; H, Hindlll; K, Kpnl; Pst, Pstl; Sm, Smal; S, Sphl; Ssp, Sspl; Sst, Sstl! 
X, Xbal. Der pGA2-Teil des Molekuls ist durch graue Schattierung und der pK18::mob-Teil durch 
30 Schraffur gekennzeichnet. 

Patentanspruche 
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1. Miteinander kompatible Plasmide pGA1 und pGA2, isoliert aus Corynebacterium glutamicum LP-6 hin- 
terlegt unter der Nummer DSM 5616, wobei das Plasmid pGA1 charakterisiert ist durch eine Lange von 
- 4.9 Kb und folgende Restriktionsschnittstellen: 
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Restriktionsenzyme 



Aoa I 
Bam H I 
Bel I 
Bgl I 
3gl II 
3st E II 
Cla I 
Dra I 
Eco R I 
Eco R V 
Hind III 

Kpn I 
Mlu I 
Pvu II 
Sal I 
Sph I 
Sst I 
Xba I 
Xho I 
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Anzahl der 
Schnittstel len 



DNA-Fragmente 
(Kb) 



0 
2 
0 
0 



1 
0 
1 
0 
4 

0 
3 
2 
0 
1 
0 
2 
0 



3,3 



4,9 



4 o 



4,9 



2,4 
0,3 



2,45 
3,25 

4,9 

2,5 



1,6 



1,1 1,05 



2,25 0,2 
1,65 



2,4 



und das Plasmid pGA2 charakterisiert ist durch eine Lange von - 19.5 Kb und folgende Restriktions- 
schnittstellen: 



Res trik t ions 
enzyme 

BamH I 
EcoR I 
Hind III 
Hpa I 
Kpn I 
Mlu I< 
Sea I 
Sma I 
Xho I 



Anzahl der 
Schnitt- 
£tellen 
3 
2 
5 
1 
1 
3 
1 
4 
0 



DNA-Fragment 
(Kb) 

1 3 , 6 4,15 1,75 
18,5 0,96 

6,61 5,72 3,31 2, 04 1,82 

19,5 

19.5 

15,8 2.84 0,82 
19.5 

14.5 3.34 1,00 0,65 



Zur autonomen Replikation in coryneformen Bakterien befahigtes rekombinantes Plasmid. 

konstruiert aus Plasmid pGA1 nach Anspruch 1 durch Hinzufugen mindestens eines Fremd-DNA- 

Fragments. 
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3. Zur autonomen Replikation in coryneformen Bakterien befahigtes rekombinantes Plasmid., 
konstruiert aus Plasmid pGA2 nach Anspruch 2 durch Hinzufugen mindestens eines Fremd-DNA- 
Fragments. 

4. Rekombinantes Plasmid (Plasm idvektor) gemafc den Anspruchen 2 Oder 3, zusammengesetzt aus 

a) dem Plasmid pGA1 Oder pGA2 Oder einer aus diesen Plasmiden geschnittenen DNA-Sequenz. 

b) einem ein Resistenzgen tragenden DNA-Fragment das aus einem in E.coli replizierenden Vektor. 
geschnitten wurde. 

5. Plasmidvektor pHS2-1 gemaB Anspruch 4, bestehend aus dem Plasmid pGA1 und dem E.coli-Vektor 
pHSKml, charakterisiert durch die Restriktionskarte entsprechend Fig. 4. 

6. Plasmidvektor pFBH2 gemaR Anspruch 4, bestehend aus einer DNA-Frequenz aus pGA2 und dem mo- 
bilisierbaren E.coli-Vektor pK18::mob, charakterisiert durch die Restriktionskarte entsprechend Fig. 5 und 
Fig. 6. 

7. Rekombinantes Plasmid gemaB einem der Anspruche 2 bis 6, welches zusatzlich ein in coryneformen 
Bakterien ex primier bares Gen enthalt 

20 8. Coryneforme Bakterien, welche ein rekombinantes Plasmid gemaB einem der Anspruche 2 bis 7 enthal- 
ten. 
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Claims 

1. Mutually compatible plasmids pGA1 and pGA2, isolated from Corynebacterium glutamicum LP-6 depos- 
ited under the number DSM 5616, plasmid pGA1 being characterized by a length of -4.9 kb and the fol- 
lowing restriction cleavage sites: 



11 



EP 0 472 869 B1 

Restriction enzyme Number of DNA fragments 

cleavage sites (kb) 



Apal 0 

BaraHI 2 3.3 1.6 

Bell 0 

Bgll 0 

Bglll 0 

BstEII 1 4.9 

Clal 1 4.9 

Dral 0 

EcoRI 1 4.9 

EcoRV 0 

Hindlll 4 2.4 1.1 1.05 

0.3 

Kpnl 0 

Mlul 3 2.45 2.25 0.2 

Pvull 2 3.25 1.65 

Sail 0 

SphI 1 4.9 

SstI 0 

Xbal 2 2.5 2.4 

Xhol 0 



and plasmid pGA2 being characterized by a length of -19.5 kb and the following restriction cleavage sites: 
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Restriction enzyme 



Number of 
cleavage sites 



DNA fragments 
(kb) 





BamHI 


3 


13.6 


4.15 


1.75 




EcoRI 


2 


18.5 


0.96 




4/1 
1U 


ninuill 


D 


D a OX 




■J . -J -L 








2.04 


1.82 






Hpal 


1 


19.5 






15 


Kpnl 


1 


19.5 






Mlul 


3 


15.8 


2.84 


0.82 




Seal 


1 


19.5 








Smal 


4 


14.5 


3.34 


1.00 


20 






0.65 








Xhol 


0 
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2. A recombinant plasm id capable of autonomous replication in coryne bacteria, constructed from pi asm id 
pGA1 according to Claim 1 by the addition of at least one foreign DNA fragment. 

3. A recombinant plasmid capable of autonomous replication in corynebacteria, constructed from plasmid 
pGA2 according to Claim 2 by the addition of at least one foreign DNA fragment. 

4. A recombinant plasmid (plasmid vector) according to Claims 2 or 3, composed of 

a) plasmid pGA1 or pGA2 or a DNA sequence cleaved from these plasmids, and 

b) a DNA fragment carrying a resistance gene, which has been cleaved from a vector replicating in E. 
coli. 

5. Plasmid vector pHS2-1 according to Claim 4, consisting of plasmid pGA1 and E. coli vector pHSKml , char- 
acterized by the restriction map according to Fig. 4. 

6. Plasmid vector pFBH2 according to Claim 4, consisting of a DNA sequence from pGA2 and mobiiizable 
E. coli vector pK18::mob, characterized by the restriction map according to Fig. 5 and Fig. 6. 

7. A recombinant plasmid according to one of Claims 2 to 6 which additionally contains a gene expressible 
in corynebacteria. 

8. Corynebacteria which contain a recombinant plasmid according to one of Claims 2 to 7. 
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Revindications 



1. Plasmides pGA1 et pGA2 compatibles Tun avec I'autre, isoles a partir de corynebacterium glutamicum 
LP-6 depose sous le n° DSM 5616, le plasmide pGA1 etant caracterise par une longueur de ~ 4,9 kb et 
so par les sites de coupure suivants : 
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Enzymes de restric- Nombre des sites Fragments d'ADN 
tion de coupure (Kb) 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Apa I 
Bam H I 
Bel I 
Bgl I 
Bgl II 
Bst E II 
Cla I 
Dra I 
Eco R I 
Eco R V 
Hind III 

Kpn I 
Mlu I 
Pvu II 
Sal I 
Sph I 
Sst I 
Xba I 
Xho I 



0 
2 
0 
0 
0 
1 
1 
0 
1 
0 
4 

0 
3 
2 
0 
1 
0 
2 
0 



3,3 1,6 



4,9 
4,9 

4,9 

2.4 1,1 1,05 
0,3 

2,45 2,25 0,2 

3,25 1,65 

4,9 

2.5 2,4 



40 



45 



50 



et le plasmide pGA2 etant caracterise par une longueur de - 19,5 kb et par les sites de coupure suivants 
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Enzymes de Nombre des sites Fragments d ' ADN (kb) 
restriction de coupure 



Bam H I 


3 


13,6 


4,15 


1,75 


Eco R I 


2 


18,5 


0,96 




Hind III 


5 


6,61 


5,72 


3,31 2,04 


Hpa I 


1 


19,5 






Kpn I 


1 


19,5 






Mlu I* 


3 


15,8 


2,84 


0,82 


Sea I 


1 


19,5 






Sma I 


4 


14,5 


3,34 


1,00 0,65 


Xho I 


0 









2. Plasmide recombinant capable de replication autonome dans des bacteries coryneformes, construit a 
partir du plasmide pGA1 selon la revendication 1, par addition d'au moins un fragment d'ADN etranger. 

3. Plasmide recombinant capable de replication autonome dans des bacteries coryneformes, construit a 
partir du plasmide pGA2 selon la revendicatfon 2, par addition d'au moins un fragment d'ADN etranger. 

4. Plasmide recombinant (vecteur plasmidique) selon la revendication 2 ou 3, compose 

a) du plasmide pGA1 ou pGA2 ou d'une sequence d'ADN coupee a partir de ces plasmides 

b) d'un fragment d'ADN portant un gene de resistance, qui a ete coupe a partir d'un vecteur se repli- 
quant dans E. Coli. 

5. Vecteur plasmidique pHS2-1 selon la revendication 4, constitue du plasmide pGA1 et du vecteur-pHSKml 
de E. Coli, caracterise par la carte de restriction correspondant a la figure 4. 

6. Vecteur plasmidique pFBH2 selon la revendication 4, constitue d'une frequence d'ADN provenant de 
PGA2 et du vecteur mobilisable pK18 :: mob de E. Coli, caracterise par la carte de restriction correspon- 
dant k la figure 5 et a la figure 6. 

7. Plasmide recombinant selon I'une quelconque des revendications 2 a 6, qui contient en outre un gene 
exprimable dans des bacteries coryneformes. 

8. Bacteries coryneformes contenant un plasmide recombinant selon I'une quelconque des revendications 
2 a 7. 
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